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杂交 瘤 细 胞 体外 大 规模 培养 研究 进展 
phate, ASH, ABMS, RDE, SHH 
(郑州 安 图 生物 工程 股份 有 限 公 司 ”郑州 450016) 


摘要 ， 单 克隆 抗体 在 生物 学 和 医学 研究 领域 中 显示 了 极 大 的 应 用 价值 ， 是 免疫 检验 中 的 新 型 试剂 ， 
是 生物 治疗 的 导向 武器 。 作 为 医学 检验 试剂 ， 单 克隆 抗体 可 以 充分 发 挥 其 优势 ， 特 异性 好 ， 灵 敏 度 
高 ， 更 便于 质量 控制 ， 利 于 标准 化 和 规范 化 。 传 统 的 方法 是 利用 小 鼠 腹 水 制备 单 克隆 抗体 ， 但 是 近 
几 十 年 杂交 瘤 细胞 体外 大 规模 培养 制备 单 克隆 抗体 技术 也 在 不 断 发 展 。 体 外 培养 杂交 瘤 细胞 生产 的 
单 克隆 抗体 已 应 用 到 许多 方面 ， 特 别 是 单 克 隆 抗体 在 疾病 诊断 和 治疗 方面 的 需求 ， 更 进一步 促进 了 
杂交 瘤 细胞 体外 培养 生产 技术 的 发 展 。 由 于 杂交 瘤 细胞 的 半 贴 壁 性 质 ， 因 此 无 论 是 悬浮 培养 还 是 贴 
壁 培养 ， 均 可 进行 杂交 瘤 细胞 的 体外 大 规模 培养 。 本 文 针对 应 用 于 体外 诊断 试剂 的 杂交 瘤 细胞 体外 
培养 制备 单 克隆 抗体 进行 综述 ， 主 要 包括 中 空 纤维 细胞 培养 和 生物 反应 器 细胞 养 方法 ， 以 及 不 同 培 
养 方法 优化 的 进展 。 

关键 词 ， 杂 交 瘤 细胞 ， 单 克隆 抗体 ， 生 物 反应 器 ， 中 空 纤维 

EH 1975 年 英国 科学 家 Milstein 和 Kohler 发 明 单 克隆 抗体 (Monoclonal Antibody, McAb) , FF 
N 和 了 多 克隆 抗体 走向 单 克隆 抗体 的 新 时 代 ， 与 多 克隆 抗体 相 比 ， 单 克隆 抗体 具有 无 可 比拟 的 优越 性 ， 
> 它 具 有 特异 性 高 、 效 价 高 、 纯 度 高 、 理 化 性 状 均 一 、 重 复 性 强 、 成 本 低 并 可 大 量 生产 等 优点 。 单 克 
E 隆 抗体 杂交 瘤 技术 是 当代 免疫 学 中 最 重要 的 技术 革命 , 它 的 问世 极 大 地 推动 了 医学 一 生物 学 的 发 展 。 
= 单 克 隆 抗体 具有 非常 广阔 的 应 用 ， 由 杂交 瘤 细胞 生产 的 单 克隆 抗体 已 应 用 到 许多 方面 ,特别 是 在 体 
oO 外 诊断 和 疾病 治疗 等 方面 品 。 人 用 治疗 的 抗体 药物 主要 采用 基因 工程 重组 抗体 , 由 CHO. SP20, NSO 

等 细胞 表达 ， 而 基于 杂交 瘤 细胞 培养 生产 的 单 克隆 抗体 目前 主要 应 用 于 诊断 试剂 及 动物 治疗 。 

目前 大 部 分 体外 诊断 用 单 克 隆 抗体 的 制备 主要 采用 体内 法 ， 将 杂交 瘤 细 胞 接种 于 小 鼠 腹腔 内 ， 
杂交 瘤 细胞 在 小 鼠 腹 腔 内 生长 ， 并 产生 腹水 ， 因 而 可 得 到 大 量 的 且 抗体 浓度 很 高 腹水 单 抗 。 小 鼠 体 
内 杂交 瘤 细胞 培养 ， 腹 水 中 抗体 含量 浓度 高 ， 产 量 大 ， 可 持续 抽取 ， 不 需要 培养 基 等 成 本 ， 不 需要 
重复 无 菌 操作 ， 快 速 简便 ， 但 腹水 中 常温 有 小 鼠 的 各 种 杂 蛋 白 ( 包 括 IgG) 和 脂 类 物质 等 ， 在 很 多 
情况 下 必须 要 提纯 后 才能 使 用 ， 还 有 动物 病毒 污染 的 危险 ， 另 外 由 于 小 鼠 个 体 差异 较 大 ， 导 致 产品 
批 间 差 较 大 。 因 此 在 无 / 低 血清 条 件 下 的 杂交 瘤 细胞 的 体外 大 量 培养 成 为 当前 研究 的 主要 方向 四 。 杂 
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交 瘤 细胞 体外 培养 法 制备 单 克 隆 抗体 工艺 的 建立 ， 通 常 需要 经 过 以 下 4 个 阶段 : 小 鼠 骨 髓 瘤 细 胞 的 
选择 、 细 胞 融合 和 单 殉 隆 筛选 ， 鼠 杂交 瘤 细 胞 体外 培养 方式 的 选择 ， 杂 交 瘤 细胞 体外 培养 的 工艺 优 
化 ; 纯化 工艺 的 建立 和 优化 。 体 外 培养 鼠 杂 交 瘤 细胞 制备 单 克隆 抗体 主要 有 两 种 方式 ， 中 空 纤维 系 
统 培 养 和 生物 反应 器 培养 中空 培养 系统 的 优势 有 :”(D 细 胞 密度 高 (> 1 05cells /m1) ，@) 营养 物质 
能 有 效 地 分 布 ， 代 谢 废物 能 及 时 除去 ，@ 维 持 时 间 长 ， 可 达 数 月 ， 特 别 适 于 长 期 连续 培养 ，@ 培 养 
系统 占用 空间 小 ; BAA: QD 放大 困难 ， 适 用 于 年 需求 量 小 于 10g 的 产品 ， 包 耗材 为 一 次 性 的 且 价 
格 稍 高 ， 一 旦 出 现 污 染 ， 就 必须 废弃 耗材 ， 增 加 成 本 。 生 物 反应 器 培养 的 优势 有 : DAR, JLA 
到 几 百 升 甚至 儿 千 升 均 可 ，@ 工 艺 成 熟 稳定 ，@ 根 据 不 同 的 需求 ， 可 以 选择 不 同 的 培养 工艺 ， 批 式 
培养 流 加 补 料 培 养 或 者 灌流 培养 ， BAA: ORRADRE mR: 外 下 游 纯 化 体积 较 大 。 本 文 
针对 体外 诊断 用 单 克隆 抗体 ， 综 述 杂 交 瘤 细胞 两 种 培养 系统 的 特点 、 选 择 、 培 养 工 艺 的 优化 以 及 目 


> 前 的 研究 进展 和 应 用 成 果 。 

rls 1. 杂 交 瘤 细胞 的 特点 和 培养 方式 

= RORA SR tb PRE LS Se LE OL OF RK. 一 般 来 讲 ， 鼠 杂交 癌 细 胞 
O 不 是 一 种 严格 的 贴 壁 依 懒 性 细胞 (ADC，Anchorage dependent cell) ， 属 于 半 贴 壁 性 质 的 细胞 ， 既 可 


以 贴 壁 培养 ， 也 可 以 悬浮 培养 ,但 不 同 的 细胞 系 之 间 的 贴 壁 依赖 性 有 差异 。 中 空 纤维 系统 主要 是 贴 
壁 培养 ， 生 物 反 应 器 培养 既 可 进行 悬浮 培养 ， 又 可 借助 微 载体 进行 贴 壁 培养 。 体 外 诊断 用 单 克 隆 抗 
体 与 治疗 用 单 克隆 抗体 的 需求 量 不 同 ， 体 外 诊断 用 抗体 的 年 需求 量 比较 少 ， 一 般 10-100g/ 年 ， 但 是 
细胞 株 种 类 较 多 ， 个 别 特 殊 用 途 抗体 如 阻 断 剂 的 年 需求 量 最 多 可 达 1-2kg/ 年 ， 而 生物 制药 用 抗体 需 
求 量 一 般 100-1000kg/ FB4, 

生物 反应 器 是 最 常用 的 制备 单 克隆 抗体 方法 ， 在 诊断 试剂 行业 ， 转 瓶 和 中 空 纤维 系统 也 较 常 用 。 
培养 方式 包括 批 式 培养 、 流 加 补 料 培养 和 灌流 培养 ， 灌 流 培养 是 最 有 效 的 生产 小 规模 单 克隆 抗体 的 
方法 ， 中 空 纤维 系统 是 灌流 培养 ， 生 物 反 应 器 系统 既 可 以 进行 批 式 培养 或 者 流 加 补 料 培养 ， 也 可 进 
行 灌流 培养 。 灌 流 培养 可 以 不 断 加 入 新 鲜 的 培养 基 ， 排 出 代谢 废 ， 从 而 使 细胞 快速 达到 高 密度 ， 高 
胞 密度 可 以 实现 高 抗体 分 小 和 高 产能 ， 有 研究 表明 ， 灌流 培养 的 产能 比 批 式 或 流 加 培养 高 10 fr 
Dl, Raisa V 等 [9 统计 比较 了 生物 反应 器 和 中 空 纤维 系统 制备 单 克隆 抗体 的 区 别 ， 包 括 成 本 区 别 ( 如 
图 1 和 图 2 Pras) 和 产能 区 别 ( 如 表 1 所 示 ) 。 成 本 包括 直接 成 本 和 间接 成 本 ， 直 接 成 本 包括 核心 
原材料 、 耗 材 、 杂 项 、 人 力 、QA/QC， 间 接 成 本 包括 通用 设备 、 维 持 费 用 和 折旧 费 ， 两 者 的 主要 区 
别 是 生物 反应 器 设备 折旧 费 占 比较 高 ， 达 39%， 而 中 空 系统 设备 折旧 费 占 25%， 中 空 系统 比 生 物 反 
应 器 系统 多 出 10% 的 耗材 成 本 ; 产能 区 别 ，10L 生物 反应 器 灌流 培养 年 产能 425g， 抗 体 浓度 
0.17mg/mL， 单 根 70mL 中 空 纤维 柱 批 产能 10.6g, 年 生产 5 批 ， 每 批 次 同时 培养 8 根 中空 纤 维 柱子 ， 
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可 实现 年 产能 425g， 每 g 抗体 的 成 本 ， 两 者 差别 不 大 ， 生 物 反 应 器 比 中 空 纤维 系统 高 7%。 


核心 原材料 , 5% 


p. 


QA/QC, 18% 


HIRR, 39% 


维持 费用 ， 
通用 设备 , 2% 


核心 原材料 = 杂项 = 人力  QA/QC s 通用 设备 = 维持 费用 = tribe 


图 1 生物 反应 器 制备 单 克隆 抗体 上 游 成 本 ， 直 接 成 本 52%， 间 接 成 本 48% 


Fig.l The cost distribution of direct (52%) and indirect (48%) costs in the stirred-tank bioreactor 


upstream section. 
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图 2 中 空 纤维 系统 制备 单元 隆 抗 体 上 游 成 本 《直接 成 本 70%， 间 接 成 本 30% ) 


Fig.2The cost distribution of direct (70%) and indirect (30%) operating costs in the hollow fiber 


bioreactor upstream section. 


表 1 生物 反应 器 和 中 空 纤 维系 统 比较 〈4258/ 年 产能 
Table 1 MAb Cultivation Data (Per Batch) of the Stirred-Tank Bioreactor (STR) and Hollow Fiber 
Bioreactor (HFB) Production of Total 425g of Monoclonal Antibodies/Year 


生物 反应 器 (旋转 过 滤器 ) RAPA ABE A 柱 中 空 纤维 系统 (8 柱 / 批 ) 
中 空 柱 外 腔 体积 。 | 


PUE du = 5 — 


批 周期 | 29d/ 批 | 60d/ 批 60d/ 批 
10 批 /年 | 8 柱 / 批 


5 批 /年 


2. 中 空 纤维 系统 培养 杂交 瘤 细胞 
20 世纪 70 年 代 初 期 出 现 中 空 纤 维 细胞 培养 技术 ，1972 年 Knazek 等 报道 了 他 们 设计 、 制 造 的 小 


型 中 空 纤维 细胞 培养 装置 及 细胞 培养 的 实验 结果 ， 证 实 细 胞 能 在 中 空 纤维 上 形成 类 似 组织 的 多 层 细 


fe] 。 目 前 美国 有 多 家 公司 在 进行 中 空 纤维 系统 的 研发 和 生产 ， 如 FiberCell 公司 、Cell Culture 


Company 公司 等 。 中 空 纤维 系统 可 以 在 很 小 的 体积 内 提供 非常 大 的 表面 积 ,FiberCell 公司 有 柱 腔 体 


积 为 15mL 的 中 号 中 空 纤维 生物 反应 器 ( C2011 and C2008， FiberCell Systems) ， 能 提供 2200cm? 


表面 积 ， 也 有 柱 腔 体积 为 60mL 的 较 大 的 反应 器 (C2018 和 C2003) 可 以 提供 1.2 m? 的 表面 积 。 


Cell Culture Company 可 以 提供 柱 腔 体积 为 150mL 的 反应 器 ， 可 以 提供 2.1m? 的 表面 积 。 


Nutrients 
| Bacteria or Cells 
Retained 
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Y" " NLE) Filter Surface 
. Drugin AY. w 


Extracapillary 
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图 3. 空 纤维 系统 物质 交换 (来自 FiberCell 公司 ) 
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Fig.3 Nutrient and waste exchange of hollow fiber system(From FiberCell Company) 


Fig.4 The cross section of in-culturing holl 


中 空 纤 维 生 物 反 应 器 的 一 个 特点 是 培养 的 


图 4 ”中 空 纤 维 细胞 培养 横 截 面 (来 自 FiberCell 公司 ) 


ow fiber system (From FiberCell Company) 


田 胞 密度 可 以 超过 108cells/mL， 可 以 获得 较 高 浓度 抗 


体 ; 中 空 纤维 生物 反应 器 和 其 他 细胞 培养 技术 的 男 一 个 基本 区 别 在 于 :中空 纤 维 能 形成 易于 细胞 附 


着 的 多 孔 渗 滤 支撑 ， 最 类 似 于 活体 内 的 细胞 生长 方式 ， 由 于 营养 输送 是 | 


下 至 上 的 ， 因 此 细胞 很 容 


易 彼 此 堆积 ， 形 成 一 个 具有 多 层 细胞 的 层面 。 中 空 纤 维 生 物 反 应 器 的 第 三 个 特点 是 可 通过 中 空 纤 维 
膜 孔径 或 截留 分 子 量 ) 选择 性 地 控制 不 同 分 子 量 物质 进出 中 空 纤维 膜 ， 营 养 物 物质 和 代谢 废物 进 


N 


行 交 换 ， 带 进来 营养 物质 ， 排 出 代谢 废物 ， 而 目标 产物 一 直 累 积 ， 不 能 


透 过 中 空 纤 维 膜 。 最 常见 的 


例子 是 用 于 杂交 瘤 细 胞 株 生 产 单 克 隆 抗体 ， 这 是 中 空 纤维 生物 反应 器 的 第 一 次 大 规模 应 用 。 功 能 型 
的 中 空 纤维 膜 的 孔径 是 20-30KD， 中 空 纤维 柱 内 循环 是 含 血清 的 培养 基 ， 不 断 提供 营养 物质 ， 外 循 
环 是 细胞 生长 的 空间 ， 内 循环 培养 基 中 的 氨基 酸 、 无 机 起 、 维 生 素 以 及 血清 中 的 小 分 子 物质 可 以 透 
过 中 空 纤 维 膜 供 细胞 利用 ， 外 循环 细胞 代谢 产生 的 乳酸 以 及 葡萄 糖 等 代谢 废物 可 以 通过 中 空 纤 维 腊 
被 带 走 , 每 天 更 换 内 循环 培养 基 , 收获 外 循环 抗体 ,从 而 实现 杂交 瘤 连续 培养 , 长 期 收获 目标 抗体 四 。 


由 于 中 空 纤维 系统 表面 积 大 而 培养 体积 小 ， 且 引 


田 胞 数量 可 达 1049 以 上 ， 


因此 收获 的 抗体 浓度 相对 较 


高 。 中 空 纤维 培养 系统 的 培养 周期 较 长 ， 根 据 需 求 一 般 在 1-6 个 月 不 等 四 。 


Legazpi 等 0 用 分 子 截留 量 为 30KD， 表 面积 为 2050cm2 的 中 空 纤维 柱 培 养 HB-8852 杂交 瘤 细 


胞 ， 在 整个 培养 过 程 中 ， 葡 萄 糖 的 含量 从 4.5g/L 逐渐 降低 到 3g/L， 谷 氨 酰 胺 的 含量 从 0.4g/L 逐渐 降 


低 到 0.2gL， 连 续 培 养 16 天 ， 抗 体 分 泌 0.27mg/mL， 揭 示 了 中 空 纤维 系统 培养 杂交 瘤 细胞 的 代谢 动 
力学 , 但 此 细胞 株 的 抗体 分 泌 能 力 相 对 偏 低 ， 摇 瓶 培养 抗体 分 泌 0.03mg/mL。R van Erp 等 上 应 用 中 
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空 纤 维系 统 培 养 鼠 杂交 瘤 细 胞 制备 2 株 hCG 单 克 隆 抗 体 ， 转 瓶 培养 制备 细胞 种 子 , 制备 种 子 时 用 含 
10% 血 清 的 DMEM/F12 培养 基 , 将 处 于 对 数 期 的 细胞 以 5x10^6 cells/mL 的 密度 接种 到 中 空 纤维 系统 
外 腔 ， 接 种 后 2 周 ， 以 2 次 / 周 的 频率 收获 中 空 纤维 系统 外 腔 液 ， 可 以 连续 培养 80 天 ， 细 胞 密度 平 
均 可 达到 7x10^7cells/mL， 抗 体 分 泌 平均 可 达到 4mg/mL。Jackson 等 号 评价 了 用 体外 法 中 空 纤维 系 
统 培养 杂交 瘤 细胞 制备 单 克 隆 抗 体 蔡 代 体内 腹水 法 制备 单 克 隆 抗 体 的 可 行 性 , 选取 3 株 杂 交 瘤 细胞 ， 
分 别 用 体内 法 和 体外 法 中 空 纤 维系 统制 备 单 克 隆 抗体 ， 制 备 周期 65 天 ， 结 果 表 明 ， 细 胞 株 2B11， 
体内 法 产量 455 mg， 体 外 法 产量 211mg， 细 胞 株 3C9， 体 内 法 产量 446 mg ， 体 外 法 产量 565 mg, 
胞 株 RMK， 体 内 法 产量 997 mg ， 体 外 法 产量 1023 mg， 体 内 腹水 法 平均 的 抗体 浓度 为 
4.07mg/mL-8.37 mg/mL， 体 外 中 空 纤 维 培养 平均 的 抗体 浓度 0.71mg/mL-11.1mg/mL， 证 明了 中 空 纤 
维 可 以 用 于 年 需求 量 5g 以 下 抗体 的 体外 制备 。 
3. 生 物 反 应 器 培养 杂交 瘤 细胞 

杂交 瘤 细 胞 培养 系统 有 多 种 不 同 的 类 型 和 规模 ， 包 括 滚 瓶 细胞 培养 系统 、 搅 拌 式 生 物 反应 器 、 
气 升 式 生物 反应 器 和 一 次 性 生物 反应 器 ， 每 一 种 生物 反应 器 都 有 其 自身 的 特点 和 应 用 ， 培 养 规模 从 
几 升 、 几 十 升 、 几 百 升 到 几 千 升 不 等 ， 目 前 行业 应 用 最 广泛 的 是 搅拌 式 生 物 反应 器 。 但 由 于 不 同 株 
的 杂交 瘤 细胞 的 抗体 分 泌 能 力 不 同 ,对 营养 需求 的 需求 也 可 能 有 差别 ， 最 适应 的 培养 基 也 可 能 不 同 。 
鼠 杂 交 瘤 细胞 体外 培养 产生 单 克 隆 抗体 ， 受 很 多 因素 的 影响 ， 促 进 剂 、 抑 制剂 以 及 添加 物 等 ， 许 多 
科学 采取 多 种 方式 提高 体外 杂交 瘤 细 胞 培养 生产 单 抗 的 能 力 ， 如 基因 工程 改造 、 单 克隆 重新 筛选 、 
营养 物质 优化 等 (3。 用 生物 反应 器 培养 杂交 瘤 细 胞 需 对 生物 反应 器 控制 参数 和 营养 物质 进行 双重 调 
jzu, 
3.1 生物 反应 器 参数 调控 

最 经 济 有 效 的 单 抗 制备 过 程 ， 需 要 充分 理解 生物 反应 器 程 参数 对 细胞 生理 过 程 的 影响 ， 因 此 必 
须 评 估 细 胞 生长 、 营 养 消 耗 和 抗体 分 泌 的 动力 学 参数 ， 这 些 参数 对 工艺 放大 也 是 十 分 有 用 的 5。 


Ayyildiz TD 等 0 比较 了 滚 瓶 培养 系统 (Modular Cell Production Roller Culture Apparatus )、 搅 拌 式 生 


AND 


物 反应 器 (Biostat B plus cc, Sartorius, 5L) 和 一 次 性 细胞 静止 培养 系统 (CELLine CL350, Sartorius ) 
培养 A5A8 株 杂 交 瘤 细胞 ， 制 备 抗 沙 门 氏 菌 O 型 特异 性 抗原 的 单 克隆 抗体 ， 以 期 了 解 不 同 的 生物 反 
应 器 过 程 参 数 对 单 抗 制备 的 影响 ， 如 细胞 密度 、 细 胞 活 率 、 葡 萄 糖 和 谷 氨 酰胺 消耗 、 乳 酸 和 和 氨 的 产 
生 以 及 抗体 的 分 泌 等 。 结 果 表 明 ， 当 细胞 在 10% 血清 DMEM/F12 培养 基 中 培养 ， 生 物 反 应 器 培养 
优 于 一 次 性 细胞 静止 培养 系统 ， 一 次 性 细胞 静止 培养 系统 优 于 深 瓶 培养 系统 ， 三 者 的 抗体 比 生 产 速 
率 分 别 为 20mg/L/d、16mg/L/d、5mg/L/d。 

最 常用 的 搅拌 式 生 物 反应 器 ， 在 培养 过 程 中 影响 细胞 生长 和 抗体 产能 的 因素 包括 :生物 反应 器 


WEAR, HOME, HAST, pHUS. HPE, EFA, ündjpscol AER 
和 肾上腺 皮质 酮 号 ， 以 及 诱导 抗体 分 泌 的 化 学 物质 ， 如 丁 酸 钠 P3]。 当 然 这 些 因 素 的 变化 ， 也 有 可 能 


影响 抗体 的 电荷 分 布 叫 、 糖 型 5 以 及 可 能 会 出 现 结晶 现象 2。 如 下 表 所 示 : 
表 2 常见 的 培养 过 程 参 数 变 化 产生 影响 
Table2 Previous Studies That Guided Process Variable Selection 
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抗体 分 泌 〈 升 高 


Agarabi CD 等 29] 利 用 DOE 实验 设计 中 Plackett-Burman 设计 方法 , 设计 了 12 组 实验 , 验证 了 2 
水 平 11 个 参数 对 生物 反应 器 培养 杂交 瘤 细 胞 制备 鼠 IgG3 单 抗 的 影响 ，11 个 参数 包括 溶 氧 、 温 度 、 
搅拌 、 通 气 、 接 种 密度 、pH、 变 温 、 补 料 策略 、 非 必须 氨基 酸 、 脂 肪 酸 和 皮质 醇 。 结 果 表 明 ，12 组 
实验 抗体 分 泌 在 20mg/L-120mg/L 不 等 , 其 中 生物 反应 器 过 程 参数 对 细胞 密度 并 无 产生 持续 的 显著 影 
响 ， 但 搅拌 速度 和 温度 对 细胞 密度 的 影响 比 添加 脂肪 酸 要 显著 ;适当 水 平 的 葡萄 糖 和 谷 氨 酰胺 对 纤 
胞 生长 和 抗体 分 小 有 利 ; 不 同 补 料 策略 对 细胞 生长 和 抗体 分 泌 影响 不 大 ; 温度 降低 至 34C 后 ， 抗 体 
产量 降低 ， 有 趣 的 是 也 有 研究 表明 温度 降低 后 抗体 产量 升 高 。 

32 ”营养 物质 优化 
杂交 瘤 细胞 体外 批 式 培养 细胞 密度 和 抗体 分 泌 均 不 高 BE0。Jo EC 等 6 体外 培养 分 泌 抗 HBsAg 单 


抗 的 杂交 瘤 细 胞 株 ， 主 要 在 三 角 瓶 中 培养 ， 采 用 重复 加 强 补 料 的 策略 ， 应 用 特定 的 基础 培养 基 和 补 
料 培 养 基 ， 培 养 培养 基 所 含 的 营养 是 RPMI-1640 基础 培养 基 的 50 倍 ， 补 料 的 依据 是 葡萄 糖 浓 度 维 
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持 在 1gL， 每 天 补 加 10% 初 始 体积 的 补 料 ， 同 时 去 除 10% 体 积 ， 以 维持 培养 体积 的 稳定 ，70h 达到 


最 高 细胞 密度 1x10^7cells/mL， 之 后 细胞 密度 在 0.5x10^7 cells/mL 维持 2500h， 抗 体 分 泌 达 到 1g/L 


ASS 


EFF 2500h. 

众所周知 ， 细 胞 培养 过 程 中 导致 细胞 死亡 的 不 仅仅 是 葡萄 糖 或 氨基 酸 的 缺乏 ， 还 包括 代谢 毒素 
的 累积 ， 如 谷 氮 栈 胺 代谢 产生 的 所 和 糖 酵 解 产生 的 乳酸 等 。 适 当 降 低 葡萄 糖 和 谷 氮 酰 腕 的 浓度 ， 可 
以 减少 所 、 乳 酸 等 代谢 废物 的 累积 ， 但 如 果 和 葡萄 糖 和 谷 氮 酰 胺 的 浓度 过 低 ， 而 补 料 不 能 及 时 供应 细 
胞 生长 所 需 的 营养 物质 ， 也 可 能 导致 细胞 快速 死亡 。 因 此 需 合 理 控 制 营养 物质 的 浓度 ， 使 细胞 不 因 
营养 物质 缺乏 而 死亡 ， 也 不 因 代 谢 废物 累积 而 死亡 B239 。20 世纪 90 年 代 ，Liangzhi Xie 450537 T 
大 量 工作 ， 通 过 研究 杂交 瘤 细 胞 代谢 动力 学 进行 培养 基 和 补 料 研究 ， 分 析 细 胞 生长 代谢 所 需 的 营养 
物质 和 能 量 ， 进 行 流 加 补 料 培养 ， 最 大 活 细胞 密度 从 6.3x10^6cell/mL 提高 到 1.7x10^7cells/mL， 培 
养 周 期 从 340h 提高 到 550n， 最 终 抗体 分 泌 达 2400mg/L， 葡 萄 糖 转化 成 乳酸 的 比例 由 67% 降 低 至 
3.4%。 

常规 杂交 瘤 细胞 培养 用 含 血清 的 基础 培养 基 ，DMEM 或 者 DMEM/F12 均 可 ， 但 是 随 着 无 血清 
培养 基 技 术 的 发 展 ， 也 出 现 了 多 种 杂交 瘤 细 胞 无 血清 培养 基 和 低 血 清 培 养 基 。Keisuke S 等 B39 研发 出 
了 一 种 血清 蔡 代 物 ， 用 于 体外 培养 可 分 泌 人 纤 连 蛋白 单 克隆 抗体 的 鼠 杂 交 瘤 细胞 CRL-1606. OU B 


ATCC) ， 此 血清 替代 物 包 含 12 种 组 分 ， 胰 岛 素 (0.017mM) 、 转 铁 蛋 白 (0.0013mM) . HARR 


甲酸 (0.015mMO 、 盐 酸 吡 哆 醇 (O.llmMO 、 亚 硒 酸 钠 (0.00038mM) 、 丙 酮 酸 钠 (7.5mM) . 2X 


黄 味 叭 二 钠 (0.074mM) 、 亚 油 酸 〈0.00073mM) 、 硫 辛酸 (0.0025mMD 、 腐 胺 (0.0025mMD 、 胸 


$ (0.0075mMO . ABH (0.0081mM) 。 生 物 反 应 器 〈1L,Able Co, Japan ) 培养 体积 为 800mL， 
- 根据 细胞 的 营养 物质 消耗 情况 ， 每 12h 进行 一 次 补 料 ， 整 个 培养 过 程 持 续 了 25d， 最 大 活 细胞 密度 


ik 3x10^6cells/mL， 抗 体 分 泌 400mg/L， 抗 体 分 泌 较 补 料 前 提升 了 5 倍 。 Chua GK 等 B89 研制 了 一 种 


低 血 清 培 养 基 ，DMEM 基础 培养 基 添 加 0.4% 胎 牛 血清 、311.8 mM 柠檬 酸 铁 、17.3 nM sodium 亚 硒 


清 培养 基 成 本 降低 64.6%， 而 单 细胞 抗体 


酸 钠 和 4.5 mM 令 酸 锌 ， 相 比 对 照 组 用 2% 胎 牛 血清 ， 低 
分 泌 能 力 提升 了 3 fi. 

Marc Cherlet 等 9 应 用 2L 生物 反应 器 培养 可 分 泌 人 工 淋巴 细胞 CD3 单 抗 的 杂交 瘤 细胞 ， 验 证 
了 丁 酸 盐 对 杂交 瘤 细胞 的 影响 ， 丁 酸 盐 可 以 促进 杂交 瘤 细胞 抗体 分 小, 但 会 抑制 杂交 瘤 细胞 的 生长 ， 
因此 要 选择 合适 的 时 间 进 行 添加 合适 浓度 的 丁 酸 盐 , 在 细胞 对 数 期 进行 mM 丁 酸 盐 的 添加 , 抗体 分 
泌 可 提高 1 倍 。Rokni M 等 四 ] 研 究 了 微量 元 素 全 反 式 维 甲酸 (ATRA) 和 不 饱和 脂肪 酸 二 十 二 碳 六 烯 
Bg (DHA) 在 体内 和 体外 对 鼠 杂 交 瘤 细胞 抗体 分 泌 的 影响 ， 设 置 了 3 个 实验 组 和 1 个 对 照 组 ， 单 独 


添加 ATRA, 单独 添加 DHA ， 配合 添加 ATRA 4l DHA, 结果 表明 单独 添加 1hM ATRA 或 10 uM 


E 


DHA , 抗体 分 泌 有 了 提升 , 其 中 ATRA 的 促进 效果 优 于 DHA ， 配合 添加 0.5 uM ATRA 和 5 uM of 
DHA 也 可 促进 抗体 分 泌 , 与 单独 添加 10 uM DHA 的 除 抗体 分 泌 效 果 基本 一 致 , 抗体 分 泌 提高 1 倍 。. 
Konno Y 55021. 的 研究 表明 添加 辅酶 Q10 也 可 促进 抗体 的 分 泌 。 
4. 展 望 

随 着 单 克隆 抗体 技术 的 发 展 ， 已 经 开发 出 成 千 上 万 的 分 泌 单 克隆 抗体 的 杂交 瘤 细胞 株 ， 体 外 杂 
交 瘤 细胞 培养 大 规模 培养 方法 和 设备 也 在 不 断 的 发 展 。 对 于 快速 发 展 体外 诊断 领域 ， 单 克隆 抗体 的 
需求 量 不 断 增加 ， 小 鼠 饲 养 规模 的 限制 以 及 法 规 环评 的 限制 会 进一步 促进 杂交 瘤 细胞 体外 培养 技术 
的 快速 发 展 ， 目 前 有 多 家 体外 诊断 企业 均 在 进行 杂交 瘤 细胞 体外 培养 技术 研发 ， 同 时 对 于 诊断 试剂 
部 分 抗体 ， 也 在 积极 进行 重组 抗体 开发 ， 以 期 提高 抗体 质量 。 
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Advance in large-scale culture of hybridoma cells in vitro 
SUN Jing-jing, ZHOU Wei-wei, ZHOU Lei-ming, ZHAO Qiao-hui', LI Gui-lin 
(Zhengzhou Autobio diagnostic Co.,LTD,Zhengzhou 450016, China) 
Abstract: Monoclonal antibodies have shown great value in the field of biology and medical research. They 
are new reagents in immunoassays and are the guided weapons for biological therapy. As a in vitro 
diagnostic reagent, monoclonal antibody can give full play to its advantages, good specificity, high 
sensitivity, and more convenient for quality control, which is conducive to 
standardization .Traditionally,mouse ascites were used to prepare monoclonal antibodies, is mainly used in 
the field of in vitro diagnostic. And now monoclonal antibodies are also being developed in large-scale 
cultures of hybridoma cells in vitro. In particular, the needs of monoclonal antibodies in the diagnosis and 
treatment of diseases have further promoted the development of in vitro culture and production techniques 
for hybridoma cells. Due to the semi-adherent nature of the hybridoma cells, both in suspension and 
adherent culture, large-scale in vitro culture of hybridoma cells can be performed. This article reviews the 
in vitro culture techniques of hybridoma cells, including hollow fiber cel culture system and bioreactor cell 
culture sysytem, as well as the optimization of different culture methods. 


Key Words: Hybridoma; Monoclonal antibody; Bioreactor; Hollow fiber 
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